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論文内容要旨
研究目的
 複合糖質分子のシアル酸残基は,主に認識機構を介して種々の重要な生理現象に関与している。
 糖鎖の非還元末端から,このシアル酸を遊離する酵素がシアリダーゼである。シアリダーゼは,
 これまで微生物では詳細に研究されてきたが,動物の酵素は精製が難しく分子生物学的研究も遅
 れていた。最近,ラット骨格筋から細胞質性シアリダーゼが精製され,初めて動物シアリダーゼ
 のcDNAがクローニングされた。本研究では,このシアリダーゼが特に骨格筋に高発現する機
 構と意義を解明する目的で,遺伝子のクローニングを行い,その構造を決定し,さらに発現の意
 義を検討した。
研究結果
 ラット各組織からRNAを調製し,細胞質性シアリダーゼのcDNAをプローブとしてノーザン
 ブロット解析を行った。その結果,約1.8KbpのサイズのmRNAが骨格筋で最も高く,つぎに
 脳や肝でも低レベルながら同じサイズのmRNAが認められた。しかし活性が検出されない脾に
 は全く認められなかった。このmRNAのレベルは活性のレベルと平行していた。
 細胞質性シアリダーゼのcDNAをプローブとしてラットゲノムライブラリーをスクリーニン
 グした。その結果4個の重複するクローンが得られた。これらクローンの中のひとつが,cDNA
 の全長を含んでいると考えられたので塩基配列を決定した。cDNAの塩基配列と比較すると,こ
 の遺伝子は178bp,212bp,1270bpの3個のエキソンと,157bp,約1600bpの2個のイントロン
 から成り,全長は約3.4kbpであった。スプライス結合配列を調べたところ,真核細胞遺伝子に
 おける共通配列は保存されていた。
 はじめに,プライマー伸長法によって転写開始点を調べた。ゲノムDNAの+84から+114に
 相補的なオリゴヌクレオチドを合成し,これをプライマーにしてラット骨格筋から調製した
 RNAとハイブリダイズし,逆転写酵素を用いて伸長させたところ,主な伸長産物は113bpであっ
 た。次に,プライマー伸長法の結果を確かめるため,RNaseプロテクションアッセイを行った。
 RNAポリメラーゼで合成した412bpのcDNAプローブを,ラット骨格筋RNAとハイブリダイ
 ズした後,RNaseで消化すると,113bpの断片が保護され,プライマー伸長法の結果が確認さ
 れた。
 転写開始点の一33bpに典型的なTATAboxが認められた。さらに5'上流には,4カ所に共通
 配列CANNTGで示されるE-boxが認められた。これはクレァチンキナーゼ等の筋特異的に発現
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 する遺伝子の調節領域にみられる配列であるが,糖鎖遺伝子では初めて見いだされた。
 E-boxを含む5'上流約1.4kbpをルシフェラーゼ遺伝子の上流に結合し,ラット3Y1繊維芽細
 胞,ラットL6筋芽細胞に導入した。一過性に発現するルシフェラーゼ活性を測定すると,3Y1
 では殆ど検出できなかったが,L6では転写活性が検出された。さらに分化誘導し筋管形成みら
 れた細胞では,未分化の筋芽細胞に比べ約3倍高い転写活性が検出された。
 未分化なし6細胞に分化誘導をかけ3,6,10日後(3日目頃より筋管形成がみられる)の細
 胞からRNAを調製し,シアリダーゼのcDNAをプローブとしてノーザンブロット解析を行った。
 未分化細胞ではmRNAの発現は殆ど認められなかったが,細胞が分化してくると骨格筋と同じ
 サイズのmRNAが認められた。酵素活性を調べると未分化細胞では活性は検出できなかったが,
 分化に伴い活性レベルが上昇した。
 ラット骨格筋で高発現し,シアリダーゼのよい基質となるα2→3シアリル結合を生成する
 Ga1β1→3(4)GlcNAcα2→3シアリルトランスフェラーゼの発現についても調べた。このcDNA
 をプローブとしてシアリダーゼと同様にノーザンブロット解析を行ったところ,Galβ1→
 3(4)GlcNAcα2→3シアリルトランスフェラーゼのmRNAレベルは,分化に伴い逆にやや低く
 なった。シアリダーゼの結果と合わせて,骨格筋細胞の分化に伴い,複合糖質シアル酸が減少傾
 向にあることを示唆している。
 研究の意義
 本研究ではラット細胞質性シアリダーゼの遺伝子構造を明らかにした。これは動物シアリダー
 ゼでは初めての例である。また,骨格筋細胞の分化に関与している可能性が示唆され,まったく
 不明だった細胞質性シアリダーゼの機能解明に手がかりを与えた。
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 審査結果の要旨
 ○研究目的
 複合糖質分子のシアル酸残基は,主に認識機構を介して種々の重要な生理現象に関与している。
 糖鎖の非還元末端から,このシアル酸を遊離する酵素がシアリダーゼである。シアリダーゼは,
 これまで微生物では詳細に研究されてきたが,動物の酵素は精製が難しく分子生物学的研究も遅
 れていた。最近,ラット骨格筋から細胞質性シアリダーゼが精製され,初めて動物シアリダーゼ
 のcDNAがクローニングされた。本研究では,このcDNAの情報に基づき,細胞質性シアリダー
 ゼが特に骨格筋に高発現する機構とその意義を解明する目的で,遺伝子のクローニングを行い,
 その構造を決定し,さらに発現の意義を検討した。
 ○研究結果
 細胞質性シアリダーゼのcDNAをプローブとしてラットゲノムライブラリーをスクリーニン
 グした。その結果4個の重複するクローンが得られた。これらクローンの中のひとつが,cDNA
 の全長を含んでいると考えられたので塩基配列を決定した。cDNAの塩基配列と比較すると,こ
 の遺伝子は178bp,212bp,1270bpの3個のエキソンと,157bp,約1600bpの2個のイントロン
 から成り,全長は約3.4kbpであった。
 転写開始点を決定するために,はじめにプライマー伸長法を行った。ゲノムDNAの+84から
 +114に相補的なオリゴヌクレオチドを合成し,これをプライマーにして行ったところ,主な伸
 長産物は113bpであった。この結果はRNaseプロテクションアッセイによって確認され,転写
 開始点が決定された。
 転写開始点の一33bpに典型的なTATA-boxが認められた。さらに5'上流には,4カ所に共通
 配列CANNTGで示されるE-boxが認められた。これはクレアチンキナーゼ等の筋特異的に発現
 する遺伝子の調節領域にみられる配列であるが,糖鎖遺伝子では初めて見いだされた。
 E-boxを含む5'上流約L4kbpをルシフェラーゼ遺伝子の上流に結合し,ラット3Y1繊維芽細
 胞,ラットL6筋芽細胞に導入した。一過性に発現するルシフェラーゼ活性を測定すると,3Y1
 では殆ど検出できなかったが,L6では転写活性が検出された。さらに分化誘導し筋管形成がみ
 られた細胞では未分化の筋芽細胞に比べ約3倍高い転写活性が検出された。また,L6細胞の分
 化に伴い細胞質性シアリダーゼの発現や活性のレベルが上昇した。
 以上より,本研究ではラット細胞質性シアリダーゼの遺伝子構造を明らかにした。これは動物
 シアリダーゼでは,世界で初めての例である。また,骨格筋細胞の分化に関与している可能性が
 示唆され,まったく不明だった細胞質性シアリダーゼの機能解明に手がかりを与えたものとして
 新知見であり,学位に値する論文である。
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